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Neue Monomerbausteine zur Markierung von peptidischen Nuklein- 
sauren 

Beschxeibtuig 

Die Erf inching betrifft neue Monomerbausteine zur Marki.erung 
peptidischer Nukleinsauren und ahnlich aufgebauter Nuklein- 
saure-bindender Oligomere mit Gruppen, die an eine Nukleobase 
oder/und an das Peptidruckgrat der peptidischen Nukleinsaure 
gekoppelt sind. Weiterhin betrifft die Erfindung peptidische 
Nukleinsauren, die mindestens einen markierten monomeren Bau- 
stein enthalten. 

.Die chemische Einfuhrung vori Markierungsgruppen, z. B. Repor- 
termolekulen in Nukleinsauren ist fur viele Anwendungen von 
grofcer Bedeutung. Voraussetzung ist hier der gezielte Einbau 
von kopplungsfahigen Gruppen, z. B . Aminogruppen, in die Nu- 
kleinsaure. Dazu werden speziell mbdifizierte monomere Nukleo- 
tidbausteine hergestellt, die zu der anschlieEend artgewandten 
Nukleinsauresynthesestrategie kompatibel sind. So werden in 
der Nukleinsaurechemie z. B. Trif luoracetyl- oder Fmoc-ge- 
schutzte Aminoalkyloxy-Phosphoramidite fur eine 5 ' -Endmarkie- 
rurig verwendet (vgl . z. 3. EP-A-224 578, Coull et al . , Tetra- 
hedron Lett. 27 (1986), 3991 - 3994). Fur Markierungen inner- 
halb eines Nukleinsauremolekuls wurden Phosphoramidite ver- 
wendet, die eine Trif luoracetyl- oder Fmoc-geschutzte Amino- 
sauregruppe und einen DMTr- Ether enthalten, wobei die Grund-/ 
korper nichtnukleotidischer Natur (EP-A-.O 313 219, Nelson et 
0 al., Nucleic Acids Res. 17 (1989, 7179-7186) oder nukleotidi- 
scher Natur (Ruth, DNA 4 (1985), 93, WO 84/03285) sein konnen. 
Im Falle eines nukleotidischen Grundkorpers kommen fur die 
Kopplung von Report ermolekulen bestimmte Positioner! der Nu- 
kleobase bzw, . des Zuckers in Frage (vgl . 2. ,B . Ruth (1991) 
s Oligodeoxynucleotides with reporter groups attached to the 
base, in: Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach 
(F. Eckstein, HRSG) , Oxford University Press , Oxford, UK, pp. 
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255 - 282 und Manoharan et al.. Tetrahedron Lett. 36 (1995). 
3647 - 3650) . 

Entsprechende an der Nukleobase oder an der Ribose modifi- 
zierte Nukleosidtriphosphate zum enzymatischen Aufbau.einer 
Nukleinsaure sind eberifalls bekannt (EP-A-0063 879, EP-A-02 8 6 
898) . ' 

Die funktionellen, zur Kopplung von Reportermolekulen fahigen 
Gruppen konnen durch eine geeignete Schutzgruppe blockiert 
sein, so daS die Kopplung der Reportergruppe erst .nach einer 
Schutzgruppenentfernung der synthetisierten Nukleinsaure durch 
ein sogenanntes "Postlabeling" durchgefiihrt werden kann. Ein 
Reporterraolekul kanrt aber auch direkt an die funktionelle 
Gruppe angekoppeit sein, sofern es unter den bei der Nukl ein r 
sauresynthese und der Schutzgruppeentf ernung herrschenden 
Bedingungen stabil ist, Eine zur Kopplung von Reportermoleku- 
len fahige Aminoseitengruppe . kann im ubrigen auch an inter- 
nukleotidischen Phosphatgruppen eingefuhrt werden, indem die 
erhaltenen Oligonukleotidphosphittriester oder H-Phosphonat 
mit einem monogeschutzten Diamin zum entsprechenden' 
Phosphoramidat oxidiert werden (WO 92/08.728 und Agrawal et 
al . , Nucleic Acids Res. 18 (1990) , 5419) . , 

Bei Hybridisierung von Nukleinsauren,. die innerhalb des Stran- 
ges mit Reportermolekulen gekoppelt sind, wird im allgemeinen 
eine Erniedrigung der Schmelztemperatur Tm nach Anhybridi- 
sierung eines komplementaren Nukleinsauregegenstrangs gefun- 
den. Diese Erniedrigung der .Schmelztemperatur kann in manchen 
Fallen zu Problemen fur die Spezifitat und Sensitivitat von 
Nukleirisaure-Hybridisierungsverfahren fuhren. 

Durch die erhohte. Af finitat urid Selektivitat in der Basenpaa - 
rung zu einem komplementaren Nukleinsauregegenstrang im Ver- 
gleich.zu ublichen Nukleinsauren gewinnen peptidische Nuklein- 
sauren (PNA) eine immer groSere Bedeutung bei der Durchfuhrung 
von Hybridisierungsreaktionen (Egholm et al . , J. Am. Chem. 
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Soc. 114 (1992)/ 1895 - 1897, WO92/20 702 und.WO 92/20 703). 
Bei den PNA ist das Zuckerphosphat-Ruckgrat der Nukleinsauren 
durch ein peptidisches Ruckgrat, z. B. ein 2-Aminoethylglycin- 
Ruckgrat ersetzt. Die Nukleobasen sind am zentralen Stick- 
stoffatom z. B. uber eine Methylencarbonylgruppe angekoppelt. 
Die Synthese einer PNA unterscheidet sich daher wesentlich von: 
der DNA- Synthese, da andere Schutzgruppen und Kopplungschemien 
erforderlich sind. Das Einbringen von f unktionellen Gruppen 
fur weitere Derivatisierungen, z. B. zur Einfuhrung von Repor- 
termolekulen, erfolgte bisher am N-Tertninus des letzten PNA- 
Bausteins direkt oder nach weiteren Ankoppeln einer oder meh- 
reref w-Aminosauren. Auch durch Einbau von Lysinresten am C- 
und am N-Terminus war eine terminale Einfuhrung von funktiona- 
lisierbaren. Gruppen moglich. 

Da durch diese terminale Markierung nur eine begrenzte Anzahl 
von Reportermolekulen in PNA eingef uhrt werden kann, besteht 
ein groSes Bedurfnis nach alternativen Methoden zur Einfuhrung 
von Markierungsgruppen in PNA. 

Diese Aufgabe wird durch die vorliegende Erfindung dadurch 
gelost, date neue Monomerbausteine f£r die PNA- Synthese bereit- 
gestellt werden, die die Einfuhrung vph Markierungsgruppen 
innerhalb des St ranges yon PNA-Molekylen erlauben, wobei die 
s Markierungsgruppe an eine Nukleobase und/oder an ein Peptid- 
ruckgrat gekoppelt wird. 

Uberraschenderweise wurde dabei f estgestellt , daB bei Markie- 
rung von PNA an Nukleobasen und am Peptidruckgrat ein Anstieg 

o der Schmelztemperatur von Hybriden mit einer Nukleinsaure 
gegenuber Hybriden mit nxchtmarkierten PNA-Strangen auftritt 
oder zumindest eine sdhwachere Destabilisierung als bei einem 
entsprechenden DNA-DNA-Hybrid mit einem markierten DNA- Strang 
auftritt. Diese uberraschende Schmelzpunkterhohung f uhrt bei 

s Hybridisierungsreaktionen zu einer erhohten Spezifitat und 
erlaubt in Nachweisverf ahren die Verwendung stringenterer 
VJaschbedingungen und/oder kurzerer Sonden. 
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ine erste Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erf indung betrif f t 
monomere Bausteine zur Synthese .. von Nukleinsaure-bindenden 
peptidischen Oligomeren, die eine Markierungsgruppe. oder eine 
zur Kopplung mit einer Markierungsgruppe fahige Gruppe an der 
Nukleobase tragen. Derartige Monomere werden vorzugsweise 
durch Verbindiingen der Formel (I) dargestellt 



B 1* 
A 

E ■ (I) 



worm: 



B eine naturliche oder nichtnaturlich Nukleobase 1st, die 
gegebenenfalls eine Schutzgruppe tragt, 

L eine Markierungsgruppe vorzugsweise ausgewahlt aus si- 
gnalgebenden Gruppen,. Intercalatoren und pharmazeutisch 
wirksamen Gruppen oder eine zur Kopplung mit eirier Mark- 
ierungsgruppe fahige Gruppe ist, die gegebenenfalls eine 
Schutzgruppe tragt, 

A, C, D jeweils unabhangig voneinander chemische Biridungen 

oder organi s che Rest e darstellen, 
E eine Gruppe ausgewahlt aus N, R i N* oder CH ist, wobei R 1 

ein organischer Rest oder Wasserstof f ist, 
Q eine Gruppe NR 2 Y ist/ wobei R s ein organischer Rest oder 

Wasserstof f ist, und Y eine Schutzgruppe oder ein Trager 

ist , 

* ' 

I eine Gruppe ausgewahlt aus COX, CSX, SOX oder SO a X ist r 
. .wobei X OH, SH, OM, SM oder eine Schutzgruppe ist und M 

ein Ration, vorzugsweise ein Metall- oder Ammbniumkat ion 
ist und 

n ■ eine ganze Zahl von 1 bis 3, vorzugsweise 1 ist. 
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A, C und D sind vorzugsweise C^-Cio-Alkyien- , Alkenylen- oder 
Alkinylenreste, die gegebenenf alls Heteroatome wie 0> N, p 
oder Halogen oder/und Substituenten tragen konnen. 

s A ist besonders bevorzugt ein - (CH 2 ) i-CO-Rest , , wobei 1 eine 
ganze Zahl von 0 bis 5 ist. Am meisten bevorzugt ist A ein 
-CH 2 CO-Rest. C ist besonders bevorzugt - (CH 2 ) k -CHR' -Rest , ..wobei 
k eine ganze Zahl von 0 bis 5 ist und R' Wasser^tof f oder die 
Seitenkette eine naturlich vorkommenden Aminosaure ist. Am 

10 meisten bevorzugt ist C ein - (CH 2 ) 2 -Rest . D ist besonders be- 
vorzugt ein (CH 2 )m-CHR' ' -Rest , wobei m eine ganze Zahl von 0 
bis 5 ist und R Wasserstof f oder die Seitenkette einer natur- 
lich vorkommenden Aminosaure ist. Am meisten bevorzugt ist D 
ein -CH 2 -Rest. Alternativ konnen A und B oder, A und D auch 

is miteinander verbruckt sein, d. h. eine: gemeinsame Ringstruktur 
ausbilden. 

In einem weiterem Aspekt betrif f t_ die voxliegende : Erf indung 
monomere Bausteine zur Synthese yon Nucleinsaure-bindenden 
20 peptidischen Oligomeren, die mindestens e ^ ne signalgebende 
Gruppe' am Peptidruckgrad enthalten. Vorzugsweise sind diese 
Monomerbausteine Verbindungen der Formel (II) : 



(ID 

D — I 
30 worin: 

B, A, C, D, E, Q'und I wie fur die Verbindungen (I) definiert 
sind, . 

35 Ii eine Markierungsgruppe vorzugsweise ausgewahlt aus sig- 
nalgebenden Gruppen, Intercalatoren und pharmazeut isch 
wirksamen Gruppen ist 



25 



B 
\ 

A 
I 

E 



Q — C 
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und n und m o oder 1 bis 3 sind, mit der MaSgabe, daS die 
Summe von n + m nicht .0 ist. Vorzugsweise sind n und m 0 oder 

Bei den Verbindungen der Formel (II) ist die Gruppe L vorzugs- 
weise ein Substitueht von D. Besonders bevorzugt ist D eine 
Gruppe -CHCR'-L), wobei R' ein organischer Rest wie zuvor 
definiert ist. Am meis ten bevorzugt ist R' der Rest der' Sei- 
tenkette einer naturlich vorkommenen Aminosaure oder der ent-" 
sprechenden enantiomeren Verbindung, z. B Lysin . Das asym- 
metrische C-Atom der Gruppe -C*H(R'-L) weist vorzugsweise die 
D-Konf iguratiori auf. - 

Die Nukleobase der Verbindungen (I) und (II) ist eine belie- 
bige naturl iche oder nichtnaturl iche. Nukleobase , wobei grund- 
satzlich alle Nukleobasen geeignet sind, die zur Hybridisie- 
rung mit einer komplementaren naturlichen Nukleobase auf einem 
DNA- oder RNA-Molekul in der Lage sind: Vorzugsweise ist die 
Nukleobase B ausgewanit aus Thymin, Uracil, Cytosin, Adenin, 
Guanin, Hypoxanthiri, 'Purin, 7-Deazapurin, 2 , 4-Diaminopurin! 
2 , 6-Diaminopurin, 7-Deazaguanin., Pseudouracil , Pseudocytosin, . 

Pseudoisocytosin, N^vN^Ethanocytosin, N 6 ,N 6 -Ethano^2, 6-diamino- 
purin, 5- (C 3 -C 6 ) -Alkinylcytosin, 5-Fluoruracil oder 2-Hydroxy- 
5-methyl-4-triazolopyrimidin, wobei die Nukleobase gegebenen- 
falls eine Schutzgruppe tragt. 



Da im Stand der Technik zahlreiche Varianten fur die Grund- 
struktur von PNA- Monomer en bekannt sind, konnen die Reste A, 
C, D, E, ■ Q und I eine Vielzahl bekannter Bedeutungen annehmen. 
Insbesondere wird hinsichtlich der Bedeutung dieser Reste auf 
die Dokumente WO 92/20 702, WO 92/20 703. DE-A-43 31 012 , DE- 
A-44 08 531, DE-A-44 08 533, DE-A-44 25 311 und EP-A-0.739 898 
verwiesen. Die relevanten Passagen dieser Dokumente betreffend 
die Bedeutung der o. g. Reste werden durch die Bezugnahme zUm 
Teal, der vorliegenden Beschreibung. 
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Die Nukleobase B tragt yorzugsweise eine Oder mehrere Schutz- 
gruppen, insbesondere an exozyklischen Aminofunktionen. 

Eine Schutzgruppe gemaS vorliegender Erfindung ist eine che- 
mische Gruppe, die .verhindert , daS die funktionelle Gruppe, an 
die sie gebunden ist, an einer chemischen Reaktion teilnimmt, 
die nicht erwunscht ist. Die Schutzgruppe kann von dieser 
f unktionellen Gruppe entfernt werden, ohne sie zu zerstoren. 

Beispiele fur geeignete Schutzgruppen sind basenlabile Schutz- 
gruppen wie z. B. 9 -Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) , 2,2- 
[Bis (4-nitrophenyl) ] -ethoxycarbonyl (Bnpeoc) , - 2- (2 , 4 -Dinitro- 
phenyl) -ethoxycarbonyl (Dnpeoc) , 2- (4-Nitrophenyl) -ethyloxy- 
carbonyl , 1- (4 , 4 -Dimethyl -2 > 6-dioxocyclohexyliden) ethyl (Dde) 
und 2-Methylsulf onyl ethyl oxycarbonyl (Msc) . Von diesen Schutz- 
gruppen besonders bevorzugt ist Fmoc. Weiterhin sind auch sau- 
relabile Schutzgruppen vom Urethantyp wie teirt-Butyloxycar- 
bonyl (Boc) , 4-Methoxyb^nzyloxy-carbonyl (Moz) oder vom Tri- 
tyltyp wie Triphe^ylmethyl (Trt), (4-Methoxyphenyl) diphenyl- 
o methyl (Mmt) , (4-Methylphenyl ) diphenylmethyl (Mtt) , Di-(4-me- 
thpxyphenyDphenylmethyl (Dmt) geeignet. Besonders bevorzugt - 
von diesen Schutzgruppen sind Boc, Trt, Mmt, Mtt und Dmt. 
Schliefilich sind auch Schutzgruppen vom Acyltyp wie Benzoyl - 
(Z) , -Isobutyryl- , Acetyl-, Phenoxyacetyl- , 4 — (t-Butyl) benzoyl , 
s 4- (t-Butyl) -phenoxy acetyl -4- (methoxy) benzoyl geeignet. Zweck- 
maSigerweise werden solche Schutzgruppen verwendet , die mit 
der beabsichtigten Oligomersynthesestrategie kompatibel sind. 

Bei Verbindungen der Formel (I) ist die Gruppe L an die Nu- 
o kleobase B gekoppelt. Bevorzugte Kopplungspositionen sind wie 
folgt: Wenn es sich bei der. Nukleobase uin eine Pyrimidinbase 
(C, T, U oder ein nichtnaturliches Derivat davon) handjslt, 
kann die Gruppe L vorzugsweise an die C-5 Position gebunden 
sein. Wenn es sich bei der Nukleobase urn ein Cytosin oder ein 
\s Derivat davon handelt, kann die Gruppe L yorzugsweise an die 
. N-4 Position gebunden sein. Wenn es sich bei der Nukleobase um 
eine Purinbase . (A, G oder ein Derivat davon) handelt, kann die 
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Gruppe L vorzugsweise an die C-8 Position gebunden sein. Wenn 
es S1 ch bei der Nukleobase um Adenin oder um ein Derivat davon 
handelt, kann die Gruppe L vorzugsweise an die N-6 Position 
gebunden sein. .Wenn es sich bei der Nukleobase um eine Purin- 
base handelt,. kann die Gruppe L vorzugsweise an die N-2 Posi- 
tion gebunden sein. Wenn es sich um der Nukleobase um ein 7- 
Deazapurin handelt, kann die Gruppe L vorzugsweise an die C-7 
Position gebunden sein. Besonders bevorzugt ist die Nukleobase 
eine Pyrimidinbase urid die Gruppe L ist an die C-5 Position' 
gebunden . . . - 

Die Gruppe !»• ist eine Gruppe vorzugsweise ausgewahlt aus 
signalgebenden Gruppen, Intercalatoren und phannazeutisch 
wirksamen Gruppen oder eine zur. Kopplung mit einer der vor- 
genannten Gruppen fahige Gruppe.. Die Gruppe L. kann eine oder 
mehrere Schutzgruppen tragen, sofern dies erforderlich ist, um 
werwvinschte Reaktionen bei den wahrend der PNA-Synthese herr- 
schenden Bedingungen zu verhindern. Die Gruppe L ist vorzugs- 
weise an die Nukleobase B fiber eine Bindung gekoppelt, die 
unter Bedingungen stabil ist, bei denen die fur die jeweilige 
Synthesestrategie verwendeten intermediaren Schutzgruppen 
abgespalten werden. Insbesondere ist L bevorzugt nicht eine 
direkt durch eine basenlabile Schutzgruppe geschutzte exocy- 
clische Aminofunktion. Unter einer exocyclischen Amiriofunktion 
wird in der vorliegenden Erf indung eine direkt (d.h. nicht 
uber einen Linker) am Heterocyclus sitzende Aminofunktioh 
verstanden. . ' 

Vorzugsweise ist die Gruppe L eine signalgebende Cruppe^er 
ein Reportermolekul, Hierfur geeignet sind alle bisher bekann^ 
ten signalgebende Gruppen fur Polypeptide und Nukleotide, ins-^ 
besondere nichtradioak.tive signalgebende Gruppen. Beispiele 
fur splche Gruppen sind Chrbmogene . (f luoreszierende oder lumi- 
neszierende Gruppen, Farbstof f e) , Enzyme, NMR-aktive Gruppen 
oder Metallpartikel, Haptene, z. B. Digoxigenln, oder Biotin 
und Derivate davon,. die mit Streptavidin oder Avidin bindefa- 
hig sind. Weiterhin kann die Markierungsgruppe auch eine pho- 
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toaktivierbare Quervernetzungsgruppe sein, z, B. eine Azido- 
pder Aziringruppe. Besdnders ^bevorzugte signalgebende Gruppen 
sind durch Elektrochemolumineszenz nachweisbare Metallchelate, 
besonders bevorzugt Rutheniumchelate, z. B. ein Ruthenium- 
(bispyridyl) 3 2 *Chelat Geeignete Ruthenium-Markierungsgruppen 
sind beispielsweise in EP-A-0580 979, . WO 90/053 01, WO 90/11 
511 und WO 92/14 138 beschrieben. Diese Dokumente werden.-auf- 
grund der Bezugnahme Bestandteil der vorliegenden Beschrei- 
bung. 

Weiterhin kann die Gruppe L auch ein Intefcalator sein, der 
sich in ein PNA-Nukleinsaurehybrid einlagern kann und auf 
diese Weise gegebenenf alls dessen Nachweis ermoglicht. Geeig- 
nete Intercalatoren sind z. B. Thiazolorange , Ethidiumbromid 
Oder Propidiumiodid. 

Weiterhin kann die, Gruppe L eine pharmazeutisch wirksame 
Gruppe sein, z. B . eine RNA-spaltende Gruppe,. wie etwa ein 
Imidazpl enthaltender Rest (vgl. WO 93/17 7117, DE-A-44. 25 
311, WO 96/07 667) oder eine Gruppe, welche die pharmakodyna - 
mischen oder pharmakokinetischen Eigenschaf ten verbesserii kann 
(WO94/068 15) . Diese Dokumente warden- durch Bezugnahme zum 
Teil der vorliegenden Beschreibung. 

Bei den Verbindungen der Formel (I) und (II) konnen Markie- 
rungsgruppen bereits , vor der Syhthese der Nukleinsaure-binden- 
den Oligomere in den Monomer baust ein eifigefuhrt werden, sofern 
sie mit den bei der jeweiligen Synthesestrategie herrschenden 
Bedingungen kbmpatibel sind. Die Kompatibilitat kann gegebe- 
o nenfalls durch Einfugung entsprechender Gruppen an funktionel- 
len Schutzgruppen wie etwa Amino- Oder OH-Gr*uppen der Markie- 
rungsgruppen erreicht oder/und verbessert werden. Beispiele 
fur geeignete Gruppen, die wahrend der Oligomersynthese stabil 
sind, sind lumineszierende Metallchelate wie etwa Ruthenium 
s (bipyridyl) 3 , . Biotin oder Fluorescein. 
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Andererseits kann die Gruppe L auch ein Rest sein, der zur 
Kopplung mit einer Markierungsgruppe fahig ist. Beispiele fur 
geeignete Reste sind reaktive Gruppen wie etwa Aminogruppen 
oder Aktivester, die vo'rzugsweise uber geeignete Linker mit 
der Nukleobase oder dem Peptid-Ruckgrat verbunden sind. Bei 
Verbindungen der Formel (I) weist L in diesem Fall vorzugs- 
weise die Struktur -R' -NHY auf wobei R' ein C 2 -c 10 Alkylen- , 
Alkenylen- oder Alkinylenrest ist, der gegebenenf alls Hetero- 
atpme enthalt und Y eine Schutzgruppe ist. Besonders bevorzugt' 
ist R' eine - CH=CH-CH 2 - Gruppe . 

Die erfindungsgemaSen Verbindungen der Formeln (I) und (II) 
konnen als monomere Bausteine bei der Synthese von Nuklein- 
saure-bindenden peptidischen Oligomeren eingesetzt werden. 
Nukleinsaure-bindende peptidische Oligomere sind aus mehreren 
monomeren Bausteinen zusamraengesetzte Verbindungen, wobei die 
Verknupfung der Bausteine zumindest teilweise uber peptidische 
Bindungen oder andere Saureamidbindungen (z. B. CONH, CONR 2 , 
CSNH, CSNR 2 , SONH, SONR 2 , S0 2 NH oder S0 2 NR 2 , wobei R 2 wie zuvor 
definiert ist) erfolgt. Diese Oligomere konnen auSerdera an 
Nukleinsauren uber eine Basenpaarung binden. Eine solche Ba- 
senpaarung erfolgt ublicherweise durch Wasserstof fbruckenbin- 
dungen zwischen komplementaren Nukleobasen. Nukleinsaure-bin- 
dende Oligomere konnen an Nukleinsauren grundsatzlich auf zwei 
Arten binden. Im ersten Fall bindet ein Strang des Nuklein- 
saure-bindenden Oligomers an eine ausgewahlte Region einer 
einzelstrangigen Nukleinsaure, wobei ein Doppelstrang oder 
Duplex gebildet wird. Im zweiten Fall konnen zwei Molekule des 
Nukleinsaure -bindenden Oligomers einen Komplex mit der ausge- 
wahl ten Region einer Nukleinsaure bilden, wobei eiri Tripelhe- 
lixstrang oder ein Triplex gebildet wird, Nukleinsaure-bin- 
dende Oligomere sind beispielsweise peptidisohe Nukleinsauren, 
wie sie aus WO92/20 702 bekannt sind. Von der vorliegenden 
Erfindung erfaSt werden jedoch nicht nur PNA mit identischen,- 
sich wiederholenden Ruckgratgruppen, sondern auch Nuklein- 
saure -bindende Oligomere, bei denen das Ruckgrat aus verschie- 
denen monomeren Untereinhe i ten besteht, und wie sie in WO 
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95/14 706 offenbart werden. Weiterhin erfafit werden Verbindun- 
gen gemafc EP-A-0 627 677, wo gemischte Strukturen aus peptid- 
gebundenen Monomeren und. Oligonukledtiduntereinheiten of fen- 
bart werden. AuSerdem werderi Verbindungen erfaSt, wie sie in 
WO 96/20 212 und EP-A-0 700 928 offenbart werden. Die zuvor 
genannten Dokumente werden durch die Bezugnahme zum Bestand- 
teil der Beschreibung. 

Besonders bevprzugte Nukleirisaure-bindende Oligomere sind 
peptidische Nukleinsauren gemafi Formel (III) : 



B1 

t 

k 



6l 



C x 



B x 
I 



D x 



G x 



cn 
Jn-2 



I 

A" 
I 



i' ( in) 



. worm: 

n eine ganze Zahl.von mindestens 3 ist, 
x eine ganze Zahl von 2 bis n-1 ist, 
s jede der Gruppen B 1 bis B n eine Nukleobase wie zuvor. def iniert 
ist , 



jede der Gruppen cV-C n die Bedeutung (CR 6 R 7 ) y , vorzugsweise 
CR 6 R 7 , CHR G CHR 7 oder CR 6 R 7 CH 2 aufweist, wobei R & Wasserstoff ist 
30 und R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den Seiten- 
ketten naturlich vorkommender ( alpha -Ami nosauren oder R 6 und R 7 
unabhangig ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus 
.Wasserstof f , C^C^Alkyl , Aryl , Aralkyl , Heteroaryl, Hydroxy , 
Cl -C 6 -Alkoxy, C x -C € - Alkylthio, NR*R 4 und SR S / wobei R 3 und R 4 wie 
35 im folgenden definiert sind und R 5 Wasserstof f ., Cj-Cg-Alkyl oder 
mit Hydroxy, C t -C 6 Alkoxy oder C^Cg-Alkylthio-substi tuiertes 
C 1 ~C 6 Alkyl,ist, oder R 6 und R 7 zusammen ein alicyclisches oder 
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ein heterocyclisches System bilden oder C 1 -^ CO, CS oder 

ist ; 



CNR 3 



jeder der Reste D'-D" die Bedeutung (CRV) 2/ vorzugsweise CR 6 R 7 
s CHR 6 CHR 7 oder CHWCR^ aufweist, wobei R 6 und R 7 wie zuvor defi- 
niert sind, y und z ganze Zahlen von 0 bis 10 sind, wobei die 
Summe von y + z mindestens 2, vorzugsweise mehr als : 2 aber 
nicht mehr als 10 ist; * 

io jeder der Reste G*^G n 1 die Bedeutung -NR 3 CO- , -NR 3 CS - , -NR 3 SO^ 
oder -NR 3 S0 2 in beliebiger Orientierung aufweist, wobei R 3 wie 
ipn f olgenden def iniert ist; 



jeder der Reste A 1 -A n und E 1 -E n 



so ausgewahlt sind, daS: 



(■a) A 1 -A" eine Gruppe der Forme! (Ilia), (Illb) , (IIIc) oder 
(Hid) ist und E x -E n N oder R 3 1ST ist oder — 



(b) A*-A n eine Gruppe der Formel (Hid) i 



ist und E 1 - E n CH ist: 



25 
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worin: 

X O, S, Se, NR 3 , CH 2 Oder C(CH 3 ) 2 1st, 

Y eiiie Einf achbindung , O, S oder NR 4 ist, 

p und q jeweils eine ganze Zahl von 0 bis 5 sind, wobei die 
Summe p + q vorzugsweise nicht grower als 5 ist; 

r und s jeweils ganze Zahlen von 0 his 5 sind, wobei die 
Summe r + s vorzugsweise riicht groSer als 5 ist; 

jeder der Reste R 8 und R 9 unabhangig ausgewahlt ist aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstoff , Hydroxy, Amin, Halogen, C r -C 4 
Alkoxy, C-j-C* Alkythio und gegebenenf alls substituiertem C x -C 4 
Alkyl, wobei die Substituenten vorzugsweise aus Hydroxy-, C a - 
C 4 -Alkoxy- oder C^C, - Alkyl thiogruppen ausgewahlt werden; 

jeder der Reste R 3 und R* unabhangig ausgewahlt ist aus der 
Gruppe bestehend aus Wasserstoff, C x -C 4 Alkyl , das; g'egebenen- 
falls mit Hydroxy- oder C^-C^Alkoxy- oder C^-C, Alkylthio-sub- 
stitiiiert ist, Hydroxy, C^-Cg Alkoxy, C^C^ Alkythio und Amin; 

Q' und I' unabhangig ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend 
aus NH 2 , CONH 2 , COOH, Wasserstoff, C^Cg Alkyl, (XC.-Ce) -Alkyl , 
einem durch eine Schutzgruppe blockierten Amin, Markierungs- 
gruppen, Intercalatoren, Chelatoren, Peptiden, Proteinen, 
Kohlehydraten, Lipiden, Steroiden, Nukleosiden, Nukleotiden, 
Nukleosiddiphdsphaten, Nukleosidtriphosphaten, Oligonnukleoti- 
o den einschlielSlich Oligoribonukleotiden und Oligodeoxyribonu- 
kleotiden, Oligonukleosiden und loslicheri und unloslichen 
Polymeren sowie Nukleinsaure-bindenden Gruppen und 

xl und. yl jeweils eine ganze Zahl yon 0 bis 10 ist, wobei die 
s Verbindung dadurch gekennzeichnet ist, da£ an mindestens einer 
Nukleobase pder/und an einer Position des Peptidruckgrats eine 
Gruppe L wie zuvor def iniert* vorliegt . \ . 
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Am m eisten>bevorzugt umfassen die Nukleinsaure-bindenden Oli- 
gomer mindestens eine monomere Untereinheit der allgemeinen 
Formel (IV) : ~ 



B 
I 

0^/(CH2)l 

tv (CH fvi N \ ^ 

J] I (CH 2 )m 
0 LR 7 Jp 



(IYj 



worm : 

B eine Nukleobase wie zuvor definiert ist, 

k, 1 und m unabhangig eine ganze Zahl von 0 bis 5 sind, 

P . 0 oder i ist und 



R 



ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasserstoff 
und den Seitenketten von naturlich vorkommenden • Alpha- 



. Aminos aur en . 



Exemplarisch ist am Bei spiel der Nukleobase Thymidin die Syn- 
these von erf indungsgemafcen PNA-Bausteinen besehrieben, in die 
eine Allylaminogruppe eingefuhrt wurde, welche zur Kopplung an 
andere Gruppen, z. B. Markierungsgruppen wie etwa ,Ru (bipyrid- 
yl), fahig ist. .. • . 

Die. Synthese des in der Position C-5 . aminomodif izierten Thy- 
mxn-PNA-Bausteins gestaltete sich schwierig. Zwei verschiedene 
Synthesestrategien sind in Fig. i und Fig, 2 dargestellt 
GemaB Fig. -i wurde ausgehend von Uracil .(1) . und Bromessigsau- 
remethylester Uracil -1-Essigsauremethylester (2) hergestellt 
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der dann zum entsprechenden Natriumsalz (3) mit Natronlauge 
verseift wurde. Die Umsetzung von 2 mit Z-geschutztem Allyl- 
amin 4 uber eine oxidative Kupplung mit Pd(OAc) 2 und t- Butyl - 
perbenzoat nach der Methode von Hirota et al., (Synthesis 
1987, 4 95 - 4 96) , in der die Reaktion von Uracil- und Uridin- 
Derivaten beschrieben ist, gelang nicht. Auch die in der Nu- 
kleinsaurechemie gebrauchlichste Methode, die C-C-Verknupf ung 
an der C-5-Position durch direkte Merkurierung von ungeschutz- 
tem 2 ' -Deoxyuridin oder -Cytidin und nachfolgende Alkylierung 
in Gegenwart von Olefinen (Bergstrom et al . , J. Carbohydrates, 
Nucleosides, Nucleotides 4 (1977) , 257; Bergstrom et al . , J. 
Am. Chem. Soc. 98 (1976) 1587; Cook et al . , Nucleic Acids Res. 
16 (1988) , 4 077) , fuhrte nicht zum Erf olg . 

Erstaunlicherweise, wie in Fig. 2 ersichtlich, fuhrte gerade 
die Anwendung einer Modif ikation der Heck-Reaktion (Heck, J. 
Am. Chem. Soc . 90 (1968), 5518) zur gewunschten C-C-Verknup- 
f ung fuhrte. Zuerst wurde 5-Joduracil (5) mit Bromessigsaure- 
methylester zum 5- Jodoruracil-l-essigsauremethylester (6) 
alkyliert. Die Heck-Reaktion von 6 mit Z-geschutztem Allylamin 
in Gegenwart von Pd(OAc) 2 und Triphenylphosphin in absolutem 
Acetonitril wurde unter Luf tausschlufe und bei uberhohter Tiem- 
peratur (llb°C Badtemperatur) durchgefuhrt und ergab die Ver- 
bindung (7) zusammen mit einem geringen Anteil des oxidierten 
Nebenprodukts (8) . Der Methylester (7) wurde dann zur freien 
Saure (8). verseift und mit 2-Boc-Aminoethylglycinmethylester 
(7) analog mit der Methode yon Dueholm et al . , (J. Org. Chem. 
59 (1994), 5767) umgesetzt . Nach alkalischer Hydrolyse des 
Esters wurde der gewunschte aminomodif izierte Thymin-PNA-Bau- 
o stein (11) erhalten. • 

Der Z-geschutzte' D-Lys-Thymin-Baustein 12, de.r ei*ie zur Kopp- 
lung fahige Gruppe am Pept idrOckgrat tragt (Fig. 3) ist eine 
bekannte Verbindung> die bislang zur Herstellung t von PNA. Se-. 
s quenzen mit verbesserter Loslichkeit Verwendung fand. 
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Die PNA-Synthese erf olgte nach der in T. Koch et.al.. Automa- 
ted PNA Synthesis, .Int. J. Peptide Protein Res., im Druck, 
dar 9 estellten Weise auf einem ABI433A Pept id- Synthesizer . In 
Fig. 4 s ind die eingesetzten. kupplungsf ahigen Komponenten, die 
Boc/Z-PNA-Standardmonomere, Ado-Linker, die verwendeten Mar- 
kierungsgruppen Ru (bpy) 3 -Saure, Ru (bpy) 3 -Lys) und Biotin) sowie 
das mit Boc-Gly derivatisierte MBHA-Harz auf gef uhrt . Fur. die 
Markierung innerhalb des PNA-Strangs warden die Monomerbau- 
steine 11 (Fig. 2 ) und 12 (Fig. 3) eingebaut. Die PNA-Oligo- " 
mere wurden uber RP18 HPLC gereinigt . PNA-Molekule, in die die 
Bausteine 11 oder 12 eingebaut worderi waren, wurden mit 
Ru(bpy) 3 -oSu in DMSO und wassrigem 0,1 M NaHC0 3 nachtraglich 
markiert . 

Die erf indungsgemaSen Nukleinsaure-bindenden Oligomere konnen 
haturlich. auf verschiedene Arten synthetisiert werderi. So wird 
in den Beispielen der vorliegenden Anmeldung eirie Boc/Z- 
Schutzgruppenstrategie angewandt, d. h. die intermediare 
Schutzgruppe der PNA-Monomerbausteine ist Boc (Abspaltung mit 
Trif luoressigsaure) , die Nukleobasen sind mit Z (Benzyloxycar- 
bonyl ; Abspaltung mit Trif luormethansulf onsaure/Trif luoressig- 
saure -Gemisch) geschutzt . Die auf den erf indungsgemaSen modi - 
f izierten Monomeren. vorhandenen Aminbgruppen konnen bei dieser 
Synthesestrategie ebenf alls mit Z geschutzt werden. 

Eine andere Synthesestrategie ist in DE-A-44 08 531 beschrie- 
ben. bort werden schwach saurelabile intermediare Schutzgrup- 
pen im PNA Monomer verwendet, vor allem Mpnomethoxytrityl . Die 
Aminogruppen der Nukleobasen sind mit gegen schwache Sauren 
kompatiblen Schut zgruppen geschutzt, z. B. Acylschutzgruppen 
(Benzoyl, Isobutyryl, Acetyl etc. ) . Durch die erf indungsgemaSe 
Modifizierung eingefuhrt zusatziiche Aminosauren sollten bei 
dieser Strategie mit Trif luoracetyl oder Fmoc geschutzt sein. 

Bei der in DE-A-44 08 533. beschriebenen Synthesestrategie 
werden basenlabile intermediare Aminoschut zgruppen zur PNA- 
Synthese verwendet, vor allem Fmoc. Die Nukleobasen sind mit 
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gegen Base kompatiblen Schutzgruppen geschutzt, z. B. Monome- 
thoxytrityl, Boc etc. Die zusatzliche, durch die erfindungs- 
gemaSe Modification eingefuhrte und wahrend der Synthese per- 
manent zu schutzende Aminogruppe kann hier auch mit Monometho- 
xytrithyl oder Boc geschutzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Nukleinsaure-. 
bindendes peptidisches Oligomer, welches mindestens einen 
monomeren Baustein enthalt, der eine Markierungsgruppe gekop- 
pelt an eine Nukleobase oder/und an das Peptidruckgrad ent- 
halt. Vorzugsweise enthalt das Nukleinsaure-bindende Oligomer 
mindestens einen monomeren Baustein ausgewahlt aus Verbindun- 
gen aus der Formel (I) und (II) . Weiterhin ist bevorzugt, daS 
bei Hybridisierung des erf indungsgetnafien Oligomers mit einer 
komplementaren Nukleinsaure (1) das resultierende Hybrid, 
welches ein Doppelstrang oder ein Tripelstrang sein kann, 
einen hoheren Schmelzpurikt als. ein Hybrid aufweist, das ein 
Oligomer mit gleicher Sequenz, aber ohne Markierungsgruppe 
enthalt oder (2) eine schwachere Destabilisierurig in einem 
PNA-Nukleinsaure -Hybrid erfolgt als in einem Nukleinsaure- 
Nukleinsaure-Hybrid, 

Das erf indungsgema&e Oligomer kann mehrere gleiche oder unter- 
schiedliche Markierungsgrupipen enthalten und daruber hinaus 
> zusatzlich am N- und C-Terminus mit weiteren gleichen oder 
unterschiedlichen Markierungsgruppen gekoppelt sein. Besonders 
bevorzugt ist das erf indungsgemafee Oligomer eine peptidische 
Nukleinsaure und weist eine Struktur der allgemeinen Formel 

(III) wie zuvor definiert auf . Die PNA enthalt vorzugsweise 
50 mindestens einen monomeren Baustein der allgemeinen Formel 

(IV) wie zuvor definiert. - 

Die erf indungsgemafien Nukleinsaure-bindenden Oligomere werden 
zur Hybridisierung an Nukleinsauren eingesetzt. Dabei kommen 
3s einerseits x Verfahren zum Nachweis oder/und Isolierung von 
Nukleinsauren in Betracht, z. B. diagnbst ische Nachweisver- 
fahren. Andererseits konnen die erf indungsgemaften Oligomere, 
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ins be sonde re wenn L eine pharmazeutisch wirksame Gruppe ist, 
auch in therapeutischen Verfahren, z. B . ^Ls Antisense-Mole- 
kule eingesetzt werden. 

Noch ein Gegenstand der Erf indung sind Reagenzien und Reagen- 
zienkits zur Hybridisierung mit Nukleinsauren, die neben ande- 
ren Testkomponenten ein erf indungsgemafces Nuklein3saurerbin- 
dendes Oligomer enthalten. 

Weiterhin soil die Erf indung durch die nachf olgenden Sequenz- 
protokolle, Abbildungen und Beispiele erlautert werden. Es 
zeigen: .'. ■ ...•>••;• 

SEQ ID NO. 1: die Nukleotidsequenz einer Chlamydien- Sonde , 
SEQ ID NO. 2: die Nukleotidsequenz einer Referenz- bzw. Ge- 

genstrangsonde zu der in SEQ ID NO. 1 gezeigten 

Sequenz, 

Fig. 1 die schematische Darstellung von Syntheses trategien, 

mit denen die Herstellung erf indungsgemaSer Monomer ^ 

bausteine: nicht gelingt, 
Fig. 2 die schematische. Darstellung einer Syntheses t rate - 

gie, mit der die Herstellung erf indungsgemaSer . Mono- 

merbausteine (z. B. 11) gelingt, . / '.. 

Fig. 3- die Struktur eines PNA-Monomers (12) , das zur Ein- 

fuhrung von . Markierungsgruppen am Peptidruckgrat 

geeignet ist und. : 
Fig. 4 die Strukturen . von PNA- Monomer en, Linkern, Markie- 

rungsgruppen . undl einem Synthesetragerharz . - 

Beispiel .1 

Herstellung von 5-Ioduracil-i-essigsauremethylester (Verbin- 
dung 6) 

6 g 5-Ioduracil (Aldrich) werden in 75 ml absolutem DMF qe- 
lost. Dazu gibt man 3,48 g Kaliumcarbonat und 2,4 ml Bromes- 
sigsaureme'thylester (Merck) . Der Ansatz wird unter einer Ar 
gonatmosphare uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt . Der An 
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satz ward filtriert und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der 
Ruckstana wird in 60 ml Wasser und-io ml 2 M Salzsaure aufge- 
nommen und 1 Stunde bei 0»C stark geruhrt. Ein farbloser Nie- 
derschlag fallt aus. Dieser wird abgesaugt. uhd mit Wasser 
neutral gewaschen. Der farblose Feststoff wird iiber Phosphor - 
pentoxid im Exsikkator getrocknet. 
Ausbeute: 7,3 g (93 %) 
Fp: 183 - 184 °C 

R f = 0,51 (Kieselgel; Dichlormethan/Methanol 100 : 6) 
^H-NMR (d 6 -DMSO, ppm) : n, 8 0 (sb, 1H, NH) , 8,21 (s, 1H H-C (6) ) , 
4,53 (s, 2H, CH 2 ), 3,70 (s, 2H. OCH 3 ) 

Beispiel 2 

Herstellung von N-Benzyloxycarbonylallylamin (Verbindung 4) 

10,4 ml Allylamin und 19 ml Triethylamin werden in 50 ml ab- 
solutem Toluol gelost . Zu der im Eisbad gekuhlten Losung 
tropft man-unter Ruhren eine 50%ige Benzyl chlorof orniiat - Losung 
in Toluol (46,8 ml) zu. Zur Vervollstandigung der Reaktibn 
wird noch 1 Stunde bei Raumtemperatur weitergeruhrt . Ein ge- 
bildeter Niederschlag wird abf iltriert .; Danach wird das Fil- 
trat eingeengt und am Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet (70?C, .0,5 mbar) . . 

Ausbeute: 19, -8 g (74 %) . . 

Rf =0,79 (Kieselgel, Petrolether/Essigsaureethyiester 1 : 1> 
^H-NMR (d 6 -DMSO, ppm): 7,49 - 7,08 (m, 5H, Phenyl), 6,01 - 5; 64 
(m, 1H, =CH(Allyl)), 5,23 - 4,57 (m, 3H, =CH 2 (Allyl) , NH) , 
5,11 (s, 2H, CH 2 (Benzyl)), 3,74 - 3>60 (m, 2H, CH 2 N) 

Beispiel 3 

• - 

Herstellung von, 5- (N-Benzyloxycarbonyl-aminoaliyi j uracil- 1- 
essigsauremethylester (Verbindung 7 ) 

1 g 5-Ioduracil-l-essigsauremethylester wird zweimal mit je 20 
ml absolutem. Acetonitril koevaporiert und mit Argon beluf tet . 
Danach gibt man 1 , 2 g N-Z- Allylamin, 80 mg Palladium (II) 
acetat, 0 , 18 g Triphenylphosphin. .0,9 ml Triethylamin und 40 
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ml absolutes Acetonitril zu. Der Reaktionsansatz wird unter 
einer Argon-Atmosphare 100 Stunden bei einer Olbadtemperatur 
von lis °C stark geruhrt . Es ehtsteht ein Metallspiegel . Nach 
Abkuhlen wird in die Losung Schwef elwasserstof f eingeleitet, 
dann wird der gebildete schwarze Niederschiag uber ein Seitz- 
filter abfiltriert. Das Filtrat wird dann am Rotationsverdamp- 
fer zur Trpckene eingeengt> in 20 ml Essigsaureethylester 
gelost und uber Flash- Chromatographie (Kieselgel, 30 x 5. cm) 
mit Petrolether/Essigsaureethylester 2 : 3 auf gereinigt . Die 
Produktfraktioonen und ein blau f lucres zierendes Oxidations- 
nebenprodukt ( 5 - (N-Benzyloxycarbonyl - 1 -propin- 3 - amino - 1 - 
yl) uracil- 1-essigsaure-methylester) werden im Rotationsver- 
dampfer zur T.rockene eingeengt und im Hochvakuum bis. zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet . 

Produktausbeute : 0,54 g (45 %) gelblicher Feststoff 

Rf = -' 2 ^r;f ?Ciese . 1 9 e1 ' Petrolether/Essigsaureethylester 2 : 3) 
Fp : 131 - 133 *S£, 

>H-NMR (d6-DMSO, ppm) : 11,53 (sb, 1H, NH (Uracil)), 7,84 (s, 
1H, H^C(6.) , 7,50 (b, 1H, NH) , 7,35 (m, 5H, Phenyl) , . 6,55 - 
6,02 (m, 2H, 2x =CH) , 5,04 (s, 2H, CH 2 Ph) , 4 , 55 (s , 2H, 
NCH 2 CO0), 3,90 - 3,64 (m, 2H =CH a ), 3,71 (s, 3H, 0CH 3 ) 
Nebenproduktausbeute : 0,3 8 g 

R £ (Nebenprodukt) = 0,3 (Kieselgel, Petrolether /Essigsaure- 
ethylester 2 :3) ' 

*H-NMR des Nebenprodukts (d 6 -DMSO, ppm) : 11,41 (sb, 1H, NH 
(Uracil)), 9,14 (db, . 1H NH) , 7,53 (s, 1H, H-C(6)). 7,45 - 7,19 
(m, 5H, Phenyl) , 5,14 (s, 2H, CH 2 Ph) ,' 4,54 (s, 2H, NCH 2 COO) ,. 
3,70 (s, 3H, OCH 3 ) , 1,79 (D, 2H, CH 2 NHCOOPH) 

Beispiel 4 : - - 

Her stel lung von 5- (N-Benzyloxycarbonyl-aminoallyl) uracil-1- 
essigsaure (Verbindung 9) 

1 9 5- (N-Benzyloxycarbonyl-aminoaliyl)uracil-.l-essigsaureme- 
thylester wird in 20 ml Tetrahydrof uran (THF) und 10 ml i'm 
Lithiumhydroxid uber Nacht bei . Raumtemperatur geruhrt. 
AnschlieSend das THF. am Rotationsverdampf er entfernt. Die 



WO 98/42735 PCT/EP98/01723 

- 21 - 

zuruckgebliebene Losung wi ird. Tnit 10 ml Wasser verdunnt und mit 
2 M Salzsaure auf pH2 eingesteilt . AnschlieSend wird dreimal 
mit je 70 ml Essigsaureethylester ausgeschuttelt . Die verei- 
nigten organischen Phasen werden uber Magnesiumsulf at getrock- 
net, filtriert und am Rotationsverdampf er zur Trockene einge- 
engt. Der braunliche Feststoff wird bis zur Gewichtskonstanz 
am Hochvakuum getrocknet. ... 
Ausbeute: 0,72 g*' (73 *)'. 

R f = 0,47 (Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 1 : 1) 
Fp: 168 - 170. °C 

'H-NMR (dg-DMSO, ppm) : < 12 (1H, COQH) , 11,47 (sb, ; 1H, NH 
(Uracil)), 7,83. (s, 1H, H-C (6)), 7,48 (b, 1H, NH) , 7,35 (m, 
5H, Phenyl) , 6,53 - 6,01 (m, 2H, 2x =CH) , 5,03 (s, 2H, CH 2 Ph) , 
4,42 (s, 2H , NCH 2 COO) , 3,71 (t, 2H, CH 2 N (Ally!)) 

Beispiel 5: 

Herstellung (2- tert-ButylCxycarboiiyl-aiQinoethyl) -N' -5 [5- (N- 
benzyloxycarbpnyl-aTninoallyl) uracil -1-ylacetyl] glyciniaethy*!- 
ester 

i ' 

9 , 36 g 5- (N-Benzyloxycarbonyl-aminoallyl)uracil-l-essigsaure 
werden in 10 ml absolutem Dimethyl formamid (DMF) gelost. Zu 
der Losung gibt man frisch aktiviertes Molekularsieb 4A, 244 
jil Diisopropylethylamin und 364 mg ~0- (Benzotriazol-l-yl) - 
25 1,1,3, 3 - tetramethyluronium-hexaf luorphbsphat (HBTU) . Datiach 
ruhrt man 30 min bei Raumtemperatur. AnschlieEend gibt man 159 
mg Methyl -N- (2-Boc-aminoethyl) glycinat (K. L. Duoholm et al . , 
Org. Prep. Proc. Int., 1993, 25, 457-461) in 5 ml DMF gelost 
zu und ruhrt weitere 3 Stunden bei Raumtemperatur. Danach wird 
30 das Molekularsieb abfiltriert und das Filtrat am Hochvakuum 
eingeengt. Der Rucks t and wird in wenig Essigsaureethylester 
aufgenommen, von dem gebildeten Niederschlag filtriert man ab. 
Das Filtrat wird auf ein Volumen von ca. 3 ml eingeengt und 
uber Flash- Chromatographic (Kieselgel, 25 x 2,5 cm) mit Pe- 
35 - trolether/Essigsaureethylester 1:3 als Eluens gereinigt. Die 
verreinigten Produktf raktionen werden eingeengt und am Hoch- 
vakuum getrocknet . 
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Ausbeute: 0,2.9 g (78%) farbloses Kristallisat 
R £ = 0. 76 (Kieselgel,-n-Butanol/Eisessig/Wassser 4:2:1) 
-H-NME . (d s -.DMS 0/ ppm) : n, 4 i ( s b, 1H, NH, ' (Uracil) ) , 6,92 - 
6,00 (m, 3H, NH, 2x =CH) , 5,02 (s, 2H, CH 2 Ph) , 4,71 - 4,31, 
4. 06, 3,71 (3 X 2H, 3 x NCH 2 CO) , 3,63 (s, 3H, OCH3) , 3 , io - 
3,00 (m, 4H, 2 x CH 2 N) 

Beispiel 6 : 

Herstellung von N<- ( - 2 - t^rt-Butyloxycarbonyl -aminoethyl) -N' - [5- 

N-benzyloxycarbonyl-aminoallyl) uracil -1-ylacetylglycin (Ver- 
bindung 11) 

2 90 mg N- ( 2 - tert -Butyloxycarbonyl -aminoethyl ) -N' - [N-benzyloxy- 
carbonyl-aminoallyl)-uracil-l-ylac e tyl]glycirimethyle S ter wer-; 
den in 10 ml THF. und 5 ml 1 M Lithiumhydroxid-Losung 4 Stunden 
bei Raumtetnperatur geruhrt . Danach wird das THF am Rotations- 
verdampfer abgezogen . Der Rucks t and wird mi't 20 ml. Wasser ver- 
dunnt , und dreimal mit je 50 ml Essigsaureethylester 
ausgeschuttelt . Die vereinigten organischen Phasen werderi uber 
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, am Rotationsverdampf er 
zur Trockene eingeerigt und am Hochvakuum getrocknet 
Ausbeute: 2 70 mg (97 %) 

R f =0,67 (Kieselgel, n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 2 : 1) 
Fp: 156 - 159 °C 

UV (MeOH) : X^ lnm] (log €) : 238 (4,12), 293 (3,98) 
^-NMR (d 6 -DMSO, ppm) : 12,7 (b,. 1H, COOH) , 11,38/11,^6 (2s, 1H 
NH, (Uracil), 7, 63/7, 58 (2s , 1H,-H-C(6)), 7,44 (m, 1H, • NH) ' , 
7,35 (m, 5H, Phenyl), 6,88/6,69 (2t, 2H, NH) , 6,38 - 6,33/6;il 
(m, d, 2H, 2x =CH), 5,02 (s, 2H; CH 2 Ph) , 4,70/4,53 (2s, 2H, 
NGH 2 CO), 4,19/3,98 (2s , 2H, NCH 2 CH) , 3,70 (m, 2H, NCH 2 C0 (Al- 
lyl)9, 3,41 - 3,03 (m, 4H, 2 x CH 2 N) , 1 , 38/1 , 37 '(2s , 9H, tBu) -. 
Rqtationsisomere. ca. 2:1 ' . 
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Beispiel 7: 

Hers tel lung yop. Boc-Gly-MBHA-Tragerinateriai 

2 g MBHA Harz (Novabiocherri; 0,56 mmol/g) wird uber Nacht in 
Dichlormethan quellen gelassen. Danach wird abgesaugt und mit 
5%iger Diisopropylethylamin-Losung in N-Methylpyrrol'idon (NMP) 
gewaschen. Danach gibt man 0,77 ml 0,26 M N t . - Butyloxycarbo - 
nyl- (Boc) -Glycin in NMP, 0,8 ml 0,5 M Diisopropylfcthylamin in 
NMP und 0,96 ml 0, 202 M O- (7-Azaberizotriazol-l-yl) -1,1,3,3- 
tetramethyluronium-hexaf luorphosphat (HATU) in NMP zusammen, 
aktiviert fur 2 min vor und verdunrit* mit 5 ml NMP. Die ; Losung 
gibt man dann zum Harz urid schuttelt 2 Stxlnden. Danach saugt 
man ab und wSscht mehrmals mit^NMP, Ethanol Und Dichlbrme than. 
Danach gibt man zum Harz 10 ml Essigsaureaxihydrid/Pyridin/NMP 
1:2: 2 und schuttelt uber" Nacht bei Raumtemperatur 
(Capping) . Ahschliefiend saugt man ab> Wascht mehrmals mit NMP, 
Ethanol und Dichlormethan und trocknet- im Hbchvakuum. Ein 
qualitatxver Kaiser-Test ist negativ und indiziert quantitati- 
ves Capping. Die Beladung wird mit einem quantitativen Kaiser- 
Test (nach ABI 433 A Synthesizer Manual) best immt . 
Beladungf 70 jzmol/g. 

Beispiel 8: . 

PNA-Synthese (PNA-Mbiiomere und mark ie'r'te monomer e Bausteine 11 
und 12) > 

Die PNA-Synthese erfblgt auf einen ABI 433.A Peptid-Synthesizer 
der Firma Applied-Biosystems mit modif izierter Software, Die 
Synthesen werden in 5 /imol Mengen in einem 3 ml Reaktionsgef aS 

> durchgef uhrt . Es wird eine kleinere MeSschleif e (150 jjlI) ver- 
wendet . Die Monomerbausteine wetden in NMP geldst und in indi- 
viduelle Kartuschen eingespritzt (140 fil> 0,26 M) . Das mit 
BoC-Gly derivatisierte MBHA-Tragermaterial wird in das 3 ml 
ReaktionsgefaS gefullt und am Synthesizer angebracht . Tri- 

s fluoressigsaure/m Cresol 95 : 5 (2 x 180 sec); Flaschenposi- 
tion 2) wird verwendet, urn die Boc-Schutzgruppe abzuspalten. 
Je 2 Waschmodule (Dichlormethan- und NMP-Modul bestehend je- 
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weils 5 aufeinanderfolgenden Waschschritteh) befinden sich 
zwischen Boc-Abspaltung und dem Kupplungsmodul (Dichlormethan 
= Flaschenposition 9; NMP = Flaschenposition 10). 140 nl 0,26 
M Monomer (36 >mol) , 150 M l 0,21 M HATU in NMP (32 fimol) und 
150 nl 0,5 M Diisopropylethylamin in NMP (75 ^mol) werden in 
jedem Kupplungsschritt gefordert (Diisopropylethylamin-Losung 
= Flaschenposition 7; HATU-Losung = Flaschenposition 8),- Die 
Monomere- werden in der Synthesekartusche voraktiviert (1 min) , 
dann in das Reaktionsgef a6 uberf uhrt . Die Kupplungszeit be-' 
tragt 10 min, die Monomerenkonzentration wahrend der Kupplung 
bet rag t 0,08 M. Nach dem Kupplungsmodul erfolgt ein Capping - 
Modul mit Essigsaureanhydrid/NMP/Pyridin 1 : 25 : 25 (1 min; 
Flaschenposition 4). Jeder Synthesezyklus Wird mit einem NMP- 
Waschmodul : abgesehlossen. Nach. dem letzten Synthesezyklus 
• f ;? 1 9t : ein Dichlormethan-Waschmodul, um das Harz zu trocknen. 
Die Kupplungen gerade der modif izierten Bausteine werden durch 
eine3 ?: qualitativen : Kaiser-Test kontrolliert . 

Die Abspaltung der PNA votn Harz und der Schut zgruppen erfolgt 
in einem manuellen, Schritt auSerhalb des Gerates in einer 
verschlieSbaren Glasfritte.. Das Harz wird zuerst' mit Trifluor- 
essigsaure (TFA) gewaschen, dann schiittelt man 1,5 Stunden mit 
2 ml Trifluormethansulfonsaure/Trif luoressigsaure/m-Cresol (.2 
: 8 : 1). Die . Abspaltlosung wird in ein Zentrif ugenglas ge- 
saugt. Man wascht mit 1 ml Trif luoressigsaure nach und prazi- 
pitiert die PNA mit . Diethylether . Das Prazipitat wird nach 
Zentrifugation von der uberstehenden Losung getrenht . Danach 
wascht man zweimal mit Diethylether . 

Die PNA werden uber eine analytische RP18-HPLC Saule (-Delta - 
Pak, Waters, 5 fi, 125 x 4 mm) mit einem Wasser/Acetonitril/0 , 1 
% Trif luoressigsaure-Gradienten (0,2' 100 % A, 2-30' 100-60 % 
A, 30-33' 60 % A, 33-3 5' 60-0% A, 35-45' 0% , 45-50' 0-100 % 
A, 50-55' 100 % A; A = 0,1 % TFA in Wasser; B= 0,i % TFA in 95 
% Acetonitril; FluBrate 1 ml/min) bei 60 analysiert. 
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Die Reinigung erfolgt uber eine praparative RP18-HPLC Saule 
(Nucleosil-RP^18/Macherey-Nagel , 5 /z, 250 x 200, mm) mit demsel- 
ben Elutionssystemf Gradient: 0-5' 100 % A, 5-40' 100-60% A, 
40-45' 60 % A, 45-50' 60-0 % A, 50-60' ■» % A, 60-65' 0-100 % 
A, 65-70' 100 % A; A ="-0,1 % TFA in Wasser, B » 0,1 % TFA in 
95 % Acetonitril; Flu&rate 5 ml/min) bei 60 °C. 

Die Analyse der gereinigten PNAs wird massenspektrometrisch 
mit MALDITOF-MS durchgef uhrt . 

Beispiel 9t 

PNA- und Oligonukleotidsyntbeee _ 

9,1 PNA-Synthese unter Verwendung des Bausteins 11 und Post- 
labeling mit dem N-Hydroxysuccinimidester der Ru (bipyri- 
dyI) 3 -SS.ure 

Die PNA 20 wird nach dem oben beschriebenen Syntheseverf ahren 
(Beispiel 8) hergestellt unter Verwendung des Bausteiris 11 als 
Kupplungsb^ustein an Position 12. Nach beendetetn Synthesezy- 
klus wird die termiriale Boc-Schutzgruppe mit TFA/m-Cresol 95 : 
5 abgespalten (180. isec) . Danach wird das Harz. mit aufeinand- 
erfolcjenden NMP- und Dichlormethan-Waschschritten gewasehen. 
Anschliefcend wird die terminal e.Aminofunkt ion mit Essigsaure- 
s anhydrid/Pyridin/NMP 1 : 2 : 2 acetyliert (1 Stunde) . Dann 
wird die Capping -Losung abgesaugt und mit NMP urid Dichlorme- 
than gewasehen. Abspaltung und HPLC -Reinigung erfolgen wie 
oben (Beispiel 8) beschrieben. MALIDOTF-MS : 5545,9 
(A 0 , 005 %) . 
o ' . . " 

Ein 43 OD 260 Aliquot der gereinigten PNA wird zur Trockene 
eingeengt. Die PNA wird dann in. 0,1 M NaHC0 3 -Puf f er pH 8,5 (1 
ml) gelost. Der pH wird uberpruft und gegebenenf alls nachge- 
stellt. danach gibt man .2 mg N-Hydroxysuccinimidester der Ru 
s (bipyridyl) 3 -Saure (Boehringer Mannheim, Ident -Nr. 171 74 64) 
in 1 ml DMSO gelost zu und schuttelt uber Nacht,. urn die frei- 
gesetzte Aminof unktion des inkorporierten Bausteins 11 zu 
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markieren. Danach wird gegen Wasser dialysiert (1000 MWCO, 
SpectraPor 6) . Anschlre&end wird zur Trockene eingeengt und 
uber eine praparative RP 18 HPLC Saule (Nucleosil-RP18/Mache- 
rey-Nagel, 5 p. , 250 x 20 mm) gereinigt (Gradient: 0-5' 80 % A, 
s 5-30' 80-60% A, 30-35' 60 % A, 35-65 ' 60- 0 % -A, 65-70' 0 % 
A, 70-75' 0-100 % A, A: 6,1 % TFA in Wasser, B: 0,1 % TFA in 
95 % Acetonitril, Flufcrate : 4 ml/min. 
Ausbeute : 18 OD 260 

MS (MALDITOF: 6201,8 (A 0, 02 %) 

9.2 PNA-Synthese unter Verwendung des Bausteins 12 und Post- 
labeling mit dem N- Hydroxy succ inimide s t er der Ru- (bipyri- 
dyl) 3 -Saure 

is Die Synthese von Baiistein 12 erfolgt wie bei G . Haaima et al , 
Angew. Chem. , 1996, 108, 2068-2070 beschrieben. 

Die PNA 21 wird nach dem oben beschriebenen' Syntheseverf ahren 
(Beispiel 8) hergestellt unfcer Verwendung des Bausteins 12 als 
20 zwolften Kupplungsbaustein (5 /xrnol MaSstab) . * 
Ausbeute: 114 OD 2€0 "" 

MS (MALDITOF): 6228.0 (A 0, 02 %) ' ' 

9.3 Synthetisierte PNA-Molekule 

■25 

Folgende PNA-Molekule werden hergestellt . Die Sdquenz leitet 
sich aus einer Chlamydien-Sbride (mit der in SEQ ID NO. 1 arige- 
gebenen Basis-Nukleotidsequenz wie in 15 .gezeigt) ab: 

30 H-CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 

Bio (Ado) 3 CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 

Ru Ado CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 

AC-CAT AGC AC(Ru-U) ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 

Ac-CAT AGC AC (T Lys _ Ru ) ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 
35 Ru Ado. CAT AGC AC(Ru-U) ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 

Ru Ado CAT AGC ACT ATA GAA C (Ru-U)C TG Gly-NH 2 
(Ru-Lys) (Ru-Lys) CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 



15 

17 

19 . 

20 

21 

23 

25 

26 
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(Ru-Lys) (Ru-Lys) CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG Gly-NH 2 27 

Dabei ist Ru-U der eingebaute Baustein 11, der an der Amincx- 
f unktion am C-5 von Uracil mit Ru(bpy) 3 -OSu postgelabelt wurde. 
s T Lys-Ru ist der, eingebaute Baustein 12, der an der Aminof unktion 
des Lysins im Backbone mit Ru (bpy) a -OSu postgelabelt wurd,e . Ru- 
Lys, Ru, Bio und Ado haben die in Fig. 4 dargestellte Bedeu- 
tung . 

10 9.4 Synthefcisierte Oligonukleotide 

Als Referenz bzw. Gegenstrang werden folgende Oligonukleotide 
(mit der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Basis-Nukleotidsequenz wie 
in 13 bzw. SEQ ID NO 1 wie in 14; gezeigt) nach der Standard- 
is Phosphoramiditmethode synthetisiert: , 

5 ' -CAG AGT TCT ATA GTG CTA TG-3 ' „ 
.5' -CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG 3 ' , 
5 ' -Bio CAT AGQ , ACT ATA GAA CTC TG 3' 
.20 5 ' -Ru. CAT AGC ACT ATA GAA CTC TG 3' 

5 ' -Ru CAT AGC AC (Ru-U) ATA GAA CTC TG 3 ' 
5'-Ru CAT AGC ACT ATA GAA C (Ru-U) C TG 3' 

Ru-U ist hier das eingebaute DNA-Analogon. zu Baustein . 11, das 
25 an der Aminof unktion am C-5 des Uracils mit Ru (bpy) j-OSu post- 
gelabelt wurde. Das 5' - terminal e; Ru und Bio werden jeweils 
uber das entspreqhende Phosphoramidit-Derivat gekoppelt . 

Beispiel 10: 
3o Bestimmung der Schmelztpmperaturen 

10.1 Methodik 

Die Bestimmung der Schmelz tempera turen von Hybriden zweier* 
3s komplementarer Oligomere erEolgt an einem Uvikon 931 Spectral - 
photometer der Fa. Kontron. Die Temperierung der Kuvetten- 
blocke erfolgt uber einen Haake DCS Heiz-/Kuhi -Thermos t.atein, 
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die interne T„-Kontrolle wird mittels eines PDIO-Thermof uhlers 
in emer Kuvette durchgef uhrt . Es wird eine T ra - Software der Fa 
Kontrpn verwendet . Es wird in 0,5 °C Schritten in 100 mM NaCl 
10 mM Na-Phosphat, 0,1 mM'EDTA, pH 7 als Schmelzkurvenpuf f er 
gemessen. Beide Oligomere werden aquimolar eingesetzt . Die 
Ol igomerenendkonzentration betragt 2,5 nmbl /ml . . 



10 . 2 Ergebnisse 



Urn den. Einf lufi des Labels bzw. der Labelposition sowie eihen 
Stabilitatsvergleich von DNA-DNA- zu PNA -DNA -Dupl ex zu unter- 
suchen, werden Tm-Experimente durchgef uhrt . Die Tm-Werte sind 
in Tab.. 1 zusammengefaSt., Der Tm des DNA-DNA- Duplex liegt bei 
56 ° C - Wahrend 5' -Biotinylierung den Tm praktisch unbee'irif lufit 
laSt (55,9°C) fuhrt 5 /.Ruthenylierurig zu einem urn 0 , 7°C ; ieicht 
erhohten Tm von 56,7<>c. Das gleiche Bild zeigt sich im DNA- 
PNA-Duplex. Der ungelabelte PNA-DNA-Duplex hat eihen Tm von 
73,5°C, aminoterminale Biotinylierung der PNA f uhrt 1 zu keiner 
Beemflussung der Stability (73,5°C) , aminoterminale Ruthe- 
nylierung fuhrt auch hier zu einer Stabiiitatsernohuhg Von 
0, 7°C auf 74,2 °C. • : 

Ru-Labeling an einer -internen Lys-Aminofunktion (Baustein 12) 
lieferfc den gleichen Stabilitatsgewinn von 0,7»C auf 74 2°C 
wie aminoterminaler Ru-Einbau. Internes Ru-Labeling an der'c-5 
Position des Uracils , (Baustein 11) fuhrt sogar zu der hochsten 
Stabilisaerung von 1, 5«>C auf 75, 0<>c. Uberraschend war nun auch 
die Beobachtung, daS internes Ru-Labeling an der C-S-Basenpo- 
sition des Uracils in DNA- DNA - Dupl exen zu einer. leichten De- 
stabilisierung des Doppelst ranges fuhrt, wahrend analoges 
internes Labeling der PNA zu einer Stabilisierung des PNA-DNA - 
Duplexes fuhrt.. Dies zeigt folgender Vergleich der zweifach 
ruthenylierten Derivate (Tm- Experiment 9 mit . 10 und im.it 
12): Wahrend der DNA- Dupl ex abhangig von der Position der 2 
Ru-Markierung urn 2,3-c auf 54,4o C bzw, uml,2°C auf 55 3°C 
gegenuber der 5 • -Ru-Markierung destabilisiert wird, fuhrt'die 
analoge Einfuhrung. des 2 1 Ru-Labels uber Baustein 11 in die 
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PNA neben der aminoterminalen Ru-Markierung zu "einer Stabili- 
sierung aim 2,3 °C auf 76,5°C bzw. zu einem unveranderten Tm von 
74,2°C. Zweif aches Aminoterminales Ru-labeling mit Ru-Lys 
fuhrt ebenf alls .zu einer Stabilisierung gegenuber Einfach-Ru^ 
s Labeling im PNA -DNA- Duplex von" 2, 3°C auf 76,5°C. Sind die 
terminalen Rut- Label ub^r einen Ado-Linker getrennt, ist die 
Stabilisierung etwas niedriger (1 , 5°e) . 
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Tm- Experiment e 1 



5 



15 



Experiment 


DNA/PNA 


Konz. 

on /ml 


■Vol 

ill 


1Q X 
Puffer 


Wasser 
Ml 


Tm 


1 


DNA 13 
DNA 14 


24, 8 


9,50 
10,00 


100 


880 


56,0 


2 


DNA 13 

5'Bio-DNA 16 


30,9 


9 , 50 
8,00 


100 


882 


55,9 




DNA 13 
S'Ru-DNA 18 


10,2 


3, 50 
24,50 


100 


866 


56,7 


4 


DNA 13 
PNA 15 


26,2 
73 , 2 


9,50 
3,40 


100 


887 


73,5 


5 


DNA 13 

5' -Bio- PNA 17 


26,2 
16,7 


9,50 
15,00 


100 


875 


73,5 


6 


DNA 13 

5' -Ru-PNA 19 


26,2 
15, 1 


9,50 
16,50 


1>00 


874 


74,2 


7 


DNA 13 
U-Ru-PNA 20 


26,2 
6,2 


9,50 . 
40,30 


100 


850 


75,0 


8 


DNA 13 

Lys-Ru-PNA 21 


26,2 
56,8 


9,50 
4,40 


100 


886 


74,2 


9 


DNA 13. 

5' -Ru-U-Ru-DNA 22 


26,2 
6,5 


9,50 
38,50 


100 


852 


54,4 


10 


DNA 13 

5' -Ru-U-Ru-PNA 23 


26,2 
15,4 


9,50 
16,20 


100 


874 


76,5 


11 


DNA 13 

5' -Ru-U-Ru-DNA 24 


26,2 
4,*5 


9, 50 
55>50 


100 


835 


55,3 


12 


DNA 13 

5' -Ru-U-Ru-PNA 26 


26,2 
7,2 


9,50 
34 , 70 


100 


856. 


74,2 


!3 . 


DNA 13 

5'2XRu-Lys-PNA 26 


26,2 
30,5 


9, 50 
8 , 20 


100 


882 


76,5 


14 


DNA 13 

5 ' - Ru - hys - Ado - Ru - 
PNA 27 


26,2 
19,1 


9, 50 
. 13, 00 


100 ' 


877 


75,7 



\ 
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S EQUEN Z PROTOKOKL. 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 



(i) ANMELDER : 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 112-132' 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 : 

(ii) BEZEI CHNUNG DER ERFINDUNG: -Neue, - Monomerbausteine zur 

Markierung von peptidi- 
ischen Nucleinsauren 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 



(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 
(EPA) 



(vi) DATEN DER URANMELDUNG : ' 

- (A) ANMELDENUMMER : DE 197 12 530.1 
(B) ANMELDETAG: 25-MAR-1997 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 1 : 
( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(A) LANGE : 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einsje 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
o (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

CATAGCACTA TAGAACTCTG 2 



10 



15 
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(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid V 
(G) STRANGFORM: Eirizelstrariq 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sohstige Nucleinsaure • 

(xi ) S EQUENZBESCHRE I BUNG : SEO ID NO: 2 : 
CAGAGTTCTA TAGTGCTATG 
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- Anspruche 

1. Verbindung der Formel (I) 

B L n 

■ E (I) 
C- D - 

'.--..vforin: ■. - 

B eine naturliche oder nichtnaturliche Nukleobase ist, die 

gegebenenf all s eine S chut zgruppe tragt, \ 
L eine Markierungsgruppe oder eine zur Kppplung mit einer 

Markierungsgruppe £ ahige Gruppe ist, die gegebenenf alls 

eine Schutzgruppe trikgt, 
A, C, D jeweils unabhanging voneinander chemische Bindungen 

oder organische Reste darstelleri, 
E eine Gruppe ausgewahlt aus N, R X N* oder CH ist, wobei R 1 

ein organischer Rest oder Wasserstoff ist, 
•Q : eine Gruppe NR 2 Y ist, wobei R 2 ein organischer Rest oder 

Wasserstoff ist, und Y eine Schutzgruppe oder ein Trager 

ist und - 
I eine Gruppe ausgewahlt aus COX, CSX, SOX oder S0 2 X ist, 

wobei X OH, SH, OM, SM oder eine Schutzgruppe ist, 
M ein Katibn ist und 

h , - eine ganze Zahl von 1 bis 3 ist. - 

2. Verbindung nach Anspruch 1, ■ ' 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi B eine Nukleobase ist ausgewahlt aus Thymin, Uracil, 
Cytosin, Aderiin, Guanin, Hypoxanthin, Purin, 7-Deazapu- 
s rin, 2 , 4-Diaminopurin, 2 , 6-Diaminopurin, 7-Deazaguanin, 

Pseudouracil , Pseudoeytosin, Pseudoi socy tos in , . N 4 , N 4 - Etha- 
nocytosln, N 6 , N 6 -Ethano-2 , 6-diaminopurin, 5- (C 3 -C 6 ) -Alki- 
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nylcytosin, 5-Fluoruracil oder 2 -Hydroxy- 5 -methyl -4 -tria- 
. zolopyrimidin 1st, wobei die Nukleobase gegebenenf alls - 
eine Schutzgruppe tragt . 

Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Nukleobase eine Pyrimidinbase. ist und die Gxuppe 
L an die C-5 Position gebunden ist. 

Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Nukleobase Cytosin oder ein Derivat davon ist und 
die Gruppe L an die N-4 Position gebunden ist. 

Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet/ - 

daS die Nukleobase eine Purinbase ist : und die Gruppe L an 
die C-8 Position giebunden ist . 

Verbindung nach, Anspruch 1; oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die Nukleobase eine Adenin oder ein Derivat davon ist 
und die Gruppe L an die N-6 Position gebunden ist. • 

Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 1 

daS die Nukleobase Guanin oder ein: Derivat davon ist und 
die Gruppe L an die N-2 Position gebunden ist; ' 

Verbindung nach Anspruc^ 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, t : 

daS die Nukleobase ein 7-Deazapurin isf iind die Gruppe L 
an die C-7 Position gebunden ist.. 

Verbindung nach einen der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet,; 

dafc die Gruppe L eine signalgebende Gruppe ist. 
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10 . Verbindung nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet,. . 
■ : daS die Gruppe L ein lumineszierendes Metallchelat , Fluo- 
rescein Oder Biotin ist . 

s 

11. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet ./ , ; , 

dafi die Gruppe L ein Rest ist , der zur Kopplung mit einer 
Markierungsgruppe f ahig ist-. 

10 

12. Verbindung . nach Anspruch 11 
dadurch gekennzeichnet;.: 

, t . dafi L die^Strtiktur -R' -NHY /aufweist , wobei R' ein C 2 -C 10 - 
Alkylen-, Alkenylen- oder Alkinylenrest ist, der gegebe- 
is - ^ . i\enf : alls Heteroatome enthalt , und . Y eirie Schutzgruppe 
, . .-i st - ; : • , ■ : - ■ ' •■ : " . 

13. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, ;> 

20 da£ A ein Ci-C^-Alkylen- , Alkenylen- oder Alkinylenrest 

ist, der gegebenenf alls Heteroatome oder/und Substituen- 
ten enthalt. 

14 J Verbindung nach Ansprubh 13, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

dafc A ein -CH 2 -CO-Rest ist. ' 

15. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dafi C ein C 1 -C 10 -Alkylen^ , Alkenylen- oder Alkinylenrest 

; ist, der gegebenenf alls-Heteroatome oder/und Substituen- 

ten' tragt . 

16. Verbindung nach Anspruch 15, * 
35 dadurch gekennzeichnet, 

t dafe C ein -(CH 2 ) 2 -Rest ist. 
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17. Verbindung nach einem der. Anspruche 1 bis l£, 
dadurch gekennzeichnet, 
, daS D ein C^-Alkylen- , Alkenylen- oder Alkinylenrest 
ist, der gegebenenfalls Heteroatome oder/iind Substituen- 
ten tragt. 

18 . Verbindung nach Anspruch 15, - ' 

dadurch gekennzeichnet, ~ y 

daS D ein -CH 2 -Rest ist; . ' 'r \ ' 



19. 



Verbindung nach einem der ;Anspruche I bis: J 18 , 
dadurch gekennzeichnet, V *\ : - -*v;-- 

dafi A und B oder A und D eine Ringstruktur bilden. 

Verwendung yon Verbindungen der Formel (I ) 1 nach einem der 
Anspruche 1 bis 19 als monomer e Bausteine bei der Syn- 
these von Nukleinsaure-bindenden peptidischen Oligomeren . 

21. Verbindung der Formel (IT> : -o:- ,/ : x. i ^ '. 



20, 



B. 
i 

A 
i 

E 



Q - c D _ I 

(Dn . ' (L)m 



wprin : 



B, A , G , D, E, . Q und I wie. in Anspruch 1 def iniert sind, 
L eine Markierungsgruppe ist und 

n und m o oder 1-3 sind, mit der Mafigabe, daS die Sunune 
von n + m nicht 0 ist. 

22. Verbindung nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, ' .-. 

daS B .eine Nukleobase ist aus Thymin, Uracil, Cytosin, 

Adenin, Guanin, Hypoxanthin/ Purin, 7 -Deazapurin. 2,, 4 - 
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Diaminopurin, 2 •, 6 -Diaminopurin, 7-Deazaguanin, Pseudoura- 
cil, Pseudocytosin., Pseudoisocytosin, N 4 ,N 4 -Ethanocytosin, 
N 6 ,N 6 -Ethano-2 , 6 -diaminopurin > 5- (C 3 -C 6 ) -Alkinylcytosin, 5- 
Fluoruracil oder 2 -Hydroxy- 5 -methyl -4 - triazolopyrimidin 
s ist, wobei die Nukleobase .gegebenenf alls eine Schutz- 

gruppe tragt. 

23. Verbindung nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 daS die Gruppe L ein lumineszierendes Metallchelat , Bio- 

tin oder Fluorescin ist . 

24. Verbindung nach einem der Anspruche .21 bis 23, 
dadurch gekennzeicfanet, :. 

is dafc . A ein .GiTC^-Alkylen- , Alkenylen- oder Alkinylerirest 

ist, der gegebenenf alls Heteroatome oder/und Substituen- 
ten exit ha It . : . » 

25. z , Verbindung nach einem der Anspruche 21 bis 24, 
20 dadurch gekennzeichnet; 

dafi A ein -CH 2 -CO-Rest ist. 

26. Verbindung nach einem der Anspruche 21 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

25,,, dafi rG, ein Cj-C^o-Alkylen- , Alkenylen- oder Alkinylehrest 

ist, der gegebenenf alls Heteroatome oder/und Substituen- 
ten tragt . 

27. Verbindung nach Anspruch 26, 
30 dadurch gekennzeichnet , t 

. daS C ein - (CHj) 2 -Rest 1st ; ' . 

28. Verbindung nach einem der Anspruche 21 bis 27/ 
dadurch gekennzeichnet r 

35 daft D eine Gruppe -CH(R'-L)- ist> wobei R' ein organi- 

scher Rest ist. 
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29. Verbindung nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£:R- der Rest der Seitenkette einer naturlichen Amino- 
.,- : saure ' oder der entsprechenden enaritiomeren Verbindung 
ist 



30 



Verbindung nach einem der Anspruche 28 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, - 

.-, v-daS , das -asymmetrische C-Atom der 'Gruppe- -C'H (R' -L) - eine 
D-Konf iguration auf weist . • -_»• .: 

31. Verbindung .nach Anspruch 29 oder 30 / f 
dadurch gekennzeichnet, 

dag R/: der. Rest einer I,y s i ns e i t enke 1 1 e 1st: ^ 

32. Verwendung von Verbindungen der Fdfrnel (Ilf nach einem 
der Anspruche 21 bis 31 als . monomer e Bausteine bei def 
Synthese von Nukleinsaure-bindenden peptidf ^dhen Oligome- 



ren, 



• : o ... r: : : 



33. Nukleinsaure-bindendes Oligomer, 

dadurch gekennzeichnet, -.r^-.'- 

dafi ef * mindestens eirien monomeren Baustein mit einer 

Markierungsgruppe gekoppelt an eine NuJcl^base oder/und 
an ein Peptidruckgrat enthalt. . - 

34. Oligomer nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es mindestens einen npnomeren Baustein enthalt eiusge- 
. wahlt aus Verbindungen der Formeln (I) und : (II) ... 

35.. Oligomer nach Anspruch;. 33 oder 34, 

dadurch gekennzeichnet," ; ^ 

da&bei Hybridisierung mit einer komplementaren Nuklein- 
saure (1) das result ierende Hybrid einen hoheren Schmelz- 
punkt als ein Hybrid auf weist, das ein Oligomer ohne 
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Markierungsgruppe enthalt, oder (2) eine schwachere De- 
stabilisierung. .in einem PNA-Nukleins.aure -Hybrid erfolgt 
als in einem Niikl e ins aur e tNuIcI e insaur e - Hybrid . 

36. Oligomer nach einem der Anspriiche 33 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es mehrere gleiche oder unterschiedliche Markierungs- 
gruppeh erithalt. - • 

37. ' Oligomer nach einem der Anspruche 33 bis 36, " 

dadurch gekennzeichnet,' 

daS es zusatzlich aus N- oder/und C-Terminus mit Markie- 
rungsgrruppen gekopj>elt ist. 

38. Nukleinsaure-bindendes Oligomer, das eine Struktur der 
allgiemeinen Forme 1 (III) aufweist : 



D1 



C x 



B x 



A x 

k 



G x 



n-2 



B n 
I 

A" 
I 



0 n. 



d' (IU) 



worm : 

n eine ganze Zahl voir mindestens 3 ist, 
x eine ganze Zahl vori 2 bis n-1 ist, 

jede der Gruppen B 1 bis B n eine Nukleobase wie zuvor def i- 
niert ist, 



"jede der Gruppen C > -C a die Bedeutung (CR 6 R 7 ) y/ vorzugsweise 
CR 6 R\ CHR 6 CHR 7 oder CR 6 R 7 CH 2 aufweist, wobei R 6 Wasserstoff 
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40 - 



10 



IS 



25 



ist und R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus den 
Seitenketten naturlich vorkommender alpha -Aminosauren 
Oder R 6 und R 7 unabhangig ausgewahlt werden aus der Gruppe 
bestehend aus Wasserstof f, C.-G^Alkyl, Aryl , Aralkyl , 
Heteroaryl, Hydroxy, ^-C^Alkoxy, Cl -C 6 - Alkylthio, NR 3 R- 
und SR*, wobei R s und R 4 wie im folgenden definiert sind 
und R s Wasserstof f, Cl -C 6 -Alkyl oder mit Hydroxy, - Cl -C 6 
Alkoxy oder C^C^Alkylthio-substituiertes C.-C, Alkyl ist," 
oder R 6 und R 7 zusammen ein alicyclisches oder e in hetero- 
cykli.sches System bilden oder C^-C". CO,. CS oder CNR 3 ist; 

jeder der Reste D 1 -^ die Bedeutung (CR 6 R 7 )„. vorzugsweise 
CR 6 R 7 , CHR'CHR 7 oder CHWcr'- aufweist, wobei R« und R 7 wie 
zuvor definiert sind, y und z ganze Zahlen yon 0 bis 10 
sind, wobei die Sunune vpn y + z mindestens 2, vorzugs- 
weise mehr als 2 aber nicht mehr. als 10 1st; 

jeder der Reste G l -G n l die Bedeutung -NR 3 CO- , -NR 3 CS-, - 
NR 3 SO- oder -NR 3 SO a beliebiger Orient ierung aufweist, 
wobei R 3 wie im folgenden definiert ist; 

jeder der Reste A 1 '- A?, und E'-E" so ausgewahlt sind, dafi: 

(a) A 1 -A n eine Gruppe der Formel (Ilia) , (Illb) , . (Illc) 
oder (iild) ist und E 1 -E n N oder R 3 N* ist oder 

(b) A 1 -A" eine Gruppe der"TFbrmel (Hid), ist und E 1 - E" CH 
- ist : 



30 



WO 98/42735 



PCT/EP98/01723 



41 







"R8~ 


h 

-c- 


-Y- 


1 

- C - 


>: 


P 





(HIq) 







:.r«T 


1 




i .. 


-c- 


-Y- 


-c- 















R3 



0 
II 

c 



I III c ) 



R8 





"R8 

t 


X 

ii 




-Y- 


1 

-c- 

1 


-c — 


- (nib) 


r 


rB 


s 




"r»" 




1 


X R 3 


1 

— C— 


-Y- 


-C- 


II 1 

rCt N — 


>. 


r 


M 


s (iiid) 



worm : 



15 



X O, S, Se, NR* , CH 2 Oder C(CH 3 ) 2 ist, 

Y * eine Einf achbindung, O, S oder NR 4 ist, 

p und q jeweils eine ganze Zahl von 0 bis 5 sind, wobei 
.■"*■" f 

die Summe p + q vorzugsweise nicht grofter als 5 

ist ; 

r und £ jeweils ganze Zahlen von 0 bis 5 sind, wobei 
die Summe r + s vorzugsweise nicht grofier als 5 
ist ; 

jeder der Reste R 8 und R 9 unabhahgig ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Wasserstoff , Hydroxy, Amin, 
Halogen, C r C 4 Alkoxy, C^C, Alkythio und gegebenenf alls 
substituiertem C^-G, Alkyl , wobei die Substituenten vor- 
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zugsweise aus Hydroxy-. Cl -C 4 -Alkoxy- oder C.-C.-Alkylthib- 
gruppen ausgewahlt werden,- 



jeder der Reste R> und R< unabhangig - ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus Wasserstoff, c^-C, Alkyl, das 
gegebenenfalls mit Hydroxy- oder C.-C.-Alkoxy- oder' Cl -C 4 
Alkyl thio-substituiert ist, Hydroxy, 
Alkythio und Amin; 



C»-C 6 Alkoxy, Ci-Ce 



10 



is 



20 



25 



Q' und I' unabharigig ausgewahlt sind -aus der Gruppe.be- 
stehend aus NH 2 , CONH 2 , . COOH, Wasserstoff, cj-C^ Alkyl, 
9<?i-. c s) "Alkyl, einem durch eine Schutzgruppe blockierten 
Amin, . Markierungsgruppen, Intercaiatoren, dhelafcoren, 
Peptiden, Proteinen, Kohlehydrateh, Lipiden, StWbiden! 
Nukleosiden, Nukieotiden, Nukleosiddipnosphaten,' 1 Nuklep- 
sidtriphosphaten, Oligonnukleotiden einschlieSlich Oligo- 
ribonukleotiden und Oligodeoxyribonukleotiden, Oligonu- 
klepsiden und loslichen und unloslichen Polymeren sowie 
Nukleinsaure-bindenden Gruppen und 

xl und yl jeweils eine ganze Zahl von 0 bis 10. ist, wobei 
die Verbindung dadurch gekennzeichnet ist, daS an minde- 
stens einer Nukleobase oder/und an einer Position, des 
Peptidruckgracs eine Gruppe L wie zuvor definiert vor- 
liegt. 



39. 



30 



35 



Oligomer' nach Anspruch 38, 
dadurch gekennzeichiiet , 

dafi es mihdestens einen monomeren Baustein der allgemei- 
nen Formel ( IV) . auf weist : 

.B - 
I 

(CH 2 )i 




(I I (CH 2 )m 

o LR 7 J p . . 



( IY ) 
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worin: 

B eine Nukleobase wie zuvor definiert ist, 

k, 1 und m unabhangig eine ganze Zahl von 0 bis 5 

sind, 

, p 0 pder 1 ist und 

R 7 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasser- 
stoff und den Seitenketten von naturlich vorkotnmen- 
den Alpha- Aminosauren. 

40. Verwendung der Oligomere nach einem der Anspruche 33 bis 
39 zu Bindung von biologische Substanzen, insbesondere 
zur Hybridisierung mit Nukleinsauren. . _ . ' 

41. Verwendung nach Anspruch 40 in einem Verfahren zum. Nach- 
weis oder/und zur Isolierung von Nukleinsauren. 

42. Verwendung nach Anspruch 40 in einem therapeutischen Ver- 
fahren-. 

43. Reagenz zur Hybridisierung mit Nukleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

o da£ es ein Nukleinsaure-bindendes Oligomer nach einem der 

Anspruche 33 bis 3 9 enthalt, 

44. Reagenzienkit zu Hybridisierung mit Nukleinsauren,. 
dadurch gekennzeichnet, 

s da£ er neben anderen Testkomponenten ein Reagenz nach 

Anspruch 4 3 enthalt. 



WQ 98/42735 



PCT/EP98/01723 



HN 

H 




O 

^COONa 

1. Hg(OAc) 2 aq 
NH-Z 



| BrCH 2 COOCH3, K^Oa, DMF 

O , 




± 1 2 
^COOCH, 




f 



NH-Z HN 

O^N 



.NH-Z 4 
PdCOAc)^ MeOH,'PhC0 3 tBu 



NH-Z 




COOH 



COOCH, 



Fig. 1 



1/4 



WO 98/42735 



PCT/EP98/01723 
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NH-Z 
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Boc-HN 




Cr N 



11 



Fig. 2 



2/4 



WO 98/42735 PCT/EP98/01723 



D-Lys-Thymin-PNA-Monomer 
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chenbencht beschrarw s,ch daher aul o=e in den AnsprOcheo zuers. erwahnte Ertindu^,: diese ist irWolg^n ^prS er 
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